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Abstrakt 
V posledních desetiletích zaznamenala fylogenetická rekonstrukce velký rozvoj. Použitím nově 
získaných molekulárních znaků a počítačového zpracování bylo dosaženo toho, že začala být brána 
jako objektivní věda. Rychlý vývoj však ukázal, že je potřeba výsledky vyhodnotit, neboť nové 
techniky vytvořily fylogramy i z nespolehlivých dat. Pro tyto účely byly do fylogenetiky aplikovány 
vzorkovací statistické metody, z nichž později začal převládat bootstrapping. I ten má však omezení, 
se kterými je nutno počítat při interpretaci výsledků, které nám poskytl. Spojením principů 
bootstrappingu a konsenzuálních stromů však lze získat fylogramy, jejichž vlastnosti jsou lepší než 
vlastnosti klasických fylogramů jak prokazuje tato práce. 
Klíčová slova 
fylogenetika, fylogram, dendrogram, OTU, bootstrapping, jackknife, podpora, konsenzuální 
strom 
 
Abstract 
In recent decades, phylogenetic reconstruction has noted great development. It was achieved 
by using newly acquired molecular characteristics and processing that it began to be taken as an 
objective science. Rapid development showed that it is necessary to evaluate the results because 
new techniques provided phylograms from unreliable data. For these purposes, statistical sampling 
methods have been applied to the phylogeny, of which bootstrapping began later to dominate. 
However, it also has limitations, which should be considered during interpreting the results it 
provided to us. This work demonstrates by combining the principles of bootstrapping and consensus 
trees we can obtain phylograms with better properties than those of conventional phylograms. 
Key words 
phylogenetics, phylogram, dendrogram, OTU, bootstrapping, jackknife, support, 
consense tree 
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Úvod 
Fylogenetika je věda zabývající se vývojem života na Zemi. Historie evolučních vztahů mezi 
organismy se zobrazuje pomocí fylogenetických stromů. V minulosti byly tyto stromy sestavovány 
ručně systematickými biology na základě jejich zkušeností a přesvědčení a měly podobu kreseb 
skutečných stromů. Fylogenetika byla tedy vědou velice subjektivní. Objevení struktury DNA a 
rozluštění molekulárních znaků však dalo vzniknout fylogenetice molekulární. Ta je již vědou zcela 
objektivní, neboť znaky na úrovni DNA jsou přesně definovatelné. Navíc můžeme symbolický zápis 
DNA sekvence považovat za číslicová data a ta jsou vhodná k matematickému zpracování za využití 
výpočetní techniky. 
Při konstrukci fylogenetických stromů máme na výběr z celé řady rekonstrukčních metod. 
Jejich použití je vázáno několika faktory jako výpočetní náročnost, předpokládaná evoluční 
vzdálenost organismů nebo samotný typ dat, na kterých rekonstrukci stavíme. Jednotlivé metody 
jsou ve své podstatě matematickými algoritmy, které sestrojí fylogenetický strom na základě 
jakýchkoliv dat. I takových, jež neobsahují hodnotnou informaci o evolučním vývoji. Velice často také 
nemáme dostatečné apriorní znalosti pro volbu nejoptimálnějšího algoritmu a různé algoritmy vedou 
k odlišným fylogramům. Tyto důvody vedou k nutnosti použití statistických testů na každý nově 
vytvořený fylogenetický strom. 
Použití analytických statistických testů je ve fylogenetice nevhodné. Tyto testy potřebují znát 
statistické rozložení dat, což je informace, kterou u fylogenetických dat není možné získat. Používají 
se tedy pouze okrajově. Existují také testy, jejichž použití je omezeno pouze na určitý rekonstrukční 
algoritmus. Jako nejlepší se však prokázaly resamplingové testy a mezi nimi pak především 
nejpoužívanější bootstrapping. Tyto testy lze použít s jakoukoli rekonstrukční metodou a nejsou 
omezeny požadavkem na znalost rozložení vstupních dat. Klasický bootstrapping však pouze odhalí 
špatnou statistickou podporu, nenabízí žádnou možnost zlepšení. Můžeme jej ale použít k tvorbě 
konsenzuálního stromu, který dovede změnou topologie prezentovat informaci o vývoji s lepší 
statistickou podporou. 
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1. Molekulární fylogenetika 
V této kapitole se budeme věnovat základním fylogenetickým pojmům, jež jsou potřebné pro 
pochopení toho, co různé fylogenetické stromy mohou zobrazovat. A datům, na nichž jsou tato 
fylogenetická schémata postavena. 
1.1 Fylogenetika 
Velmi jednoduše řečeno studuje fylogenetika historii evoluce života na Zemi. Podrobněji 
můžeme říci, že se zabývá studiem fylogeneze tzn. analýzou vývojových linií. Ty označujeme slovem 
taxony. Na základě informací získaných studiem fylogeneze jsme schopni sestrojit fylogenetický 
strom, tedy popsat celý proces postupného odvětvování různých taxonů. Tento průběh větvení, 
způsob a také pořadí, označujeme jako kladogenezi. Ve výjimečných případech se můžeme setkat i se 
splynutím vývojových linií. V úvahu je ale také potřeba brát změny, které se hromadí v průběhu jedné 
linie. Ty označujeme jako anageneze. Při zkoumání fylogeneze vycházíme ze základního předpokladu 
fylogenetiky, že každé dva druhy mají společného předka, i když je třeba velice vzdálený. V konečném 
důsledku to znamená, že všechny druhy žijící na Zemi se vyvinuli ze společného předka.[1] 
Zhruba do poloviny minulého století byla fylogenetika vědou zcela subjektivní. Stromy byly 
konstruovány experty pouze na základě jejich vlastních zkušeností. Podkladem jim byla data 
v podobě morfologických znaků, tj. barva srsti, počet končetin, tvar uší apod. Bylo tedy potřeba najít 
data, která by byla objektivní [2]. Taková přinesla fylogenetika molekulární. 
1.2 Molekulární fylogenetika 
Jak název napovídá, daty se kterými pracuje, jsou znaky molekulární. Její rozvoj mohl tedy 
naplno nastat po roce 1953, kdy J. Watson a F. Crick poprvé popsali strukturu DNA [3]. Neboť 
požadovanými molekulárními znaky jsou sekvence DNA či proteinů.  
Výhody molekulární fylogenetiky 
Příbuznost jednotlivých taxonů se vyhodnocuje na základě podobnosti makromolekul. Těch 
máme k dispozici oproti klasickým znakům nepřeberné množství, vzhledem k tomu, jak jsou genomy 
většiny organismů obrovské. Molekulární znaky také daleko méně podléhají selekčním tlakům. To 
v praxi znamená, že tyto znaky opravdu ukazují na příbuznost dvou druhů, na rozdíl od znaků 
morfologických, kde podobnost nemusí nutně odrážet příbuznost druhů. Takový problém může 
nastat hlavně při porovnávání dvou vzdáleně příbuzných druhů, které se vyskytují na stejném území a 
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z důvodu selekčních tlaků se u nich vytvořily stejné znaky. Na druhou stranu můžeme pomocí 
molekulárních znaků porovnávat i velice nepodobné organizmy. Například hledání morfologické 
shody mezi delfínem a lvem budeme provádět jen těžko, avšak není problémem porovnávat jejich 
sekvence DNA. Dokonce můžeme porovnávat a třídit i vzájemně nepříbuzné organismy. Velkým 
problémem klasických znaků je, že nejsou vzájemně distinktní. Je velice těžké vymezit jednotlivé 
znaky, při vývojové ztrátě předních končetin jednoho taxonu můžeme brát ztrátu jako jeden znak, ale 
také jako víc znaků, ztráta drápů, ztráta prstů. Molekulární znaky však vzájemně distinktní jsou [4]. 
Pozice jednotlivých znaků v DNA na sobě vzájemně nezávisí. Obrovskou výhodou genetických a 
proteomických dat je v možnosti jejich popisu. Tyto znaky totiž mají kvalitativní charakter, lze je 
přesně popsat, používaná forma zápisu bude zmíněna níže. Důležité je, že tato data lze vyhodnocovat 
matematickými algoritmy. 
Molekulární data 
Naprostá většina molekulárněbiologických dat pochází ze sekvenčních dat DNA. Ty můžeme 
získat nepřímo například tak, že sekvence DNA různých druhů štěpíme stejnými restrikčními enzymy. 
Vznikne nám tedy skupina stejně dlouhých fragmentů a na základě jejich elektroforetického 
vyhodnocení pak můžeme odhadnout podíl nukleotidů, jimiž se fragmenty a tudíž celé druhy liší. Tato 
a jiné nepřímé metody jsou sice poměrně nenáročné na provedení, jsou rychlé a levné, ale data, 
která poskytují, nejsou tak kvalitní. Ve větší míře se setkáváme s metodou přímou, a tou je přímé 
sekvenování DNA. Tato metoda nám ve výsledku poskytne přesné pořadí nukleotidů ve zkoumané 
DNA. Můžeme tak přesně určit, ve kterých znacích se jednotlivé druhy liší. A můžeme odhadnout 
selekčně neutrální znaky, což je výhoda molekulární fylogenetiky, kterou jiné metody nepřinášejí. 
Navíc je v dnešní době sekvenování rychlé a poměrně levné [5]. To však mluvíme pouze o 
sekvenování DNA. V praxi je výhodnější použít pro vytvoření fylogenetického stromu data 
proteomická, dále bude vysvětleno proč. I když v současnosti máme techniky na sekvenování 
proteomu, tak se pro účely fylogenetiky moc nepoužívají pro finanční a technickou náročnost. 
Řešením je velice jednoduchý převod genomických dat na data proteomická. [6] 
Zpracování dat 
Molekulárními znaky získanými sekvenováním nejčastěji rozumíme pořadí nukleotidů v DNA, 
respektive v jednom ze dvou komplementárních vláken DNA. Tato data je potřeba nějak srozumitelně 
zapsat, pokud možno v takové podobě, aby byla počítačově zpracovatelná. Vzhledem k tomu, že jsou 
data v DNA zapsána de facto v digitální podobě, není toto žádným problémem. Používá se 
jednoduchý zápis ve formě IUPAC (International Union of Pure and Apllied Chemistry) kódů. Zápis 
některých kódů je uveden v tabulce níže. 
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Tabulka 1: IUPAC kódy pro nukleové kyseliny 
IUPAC kód význam 
A adenin 
C cytosin 
G guanin 
T thymin 
U uracil 
N cokoliv (any) 
R A, G (purine) 
Y C, T (pyrimidine) 
. mezera 
- mezera 
Nyní se dostáváme k otázce, proč ve fylogenetice častěji používáme sekvence proteinů místo 
sekvencí genomických. Sekvence proteinů jsou totiž více konzervované než sekvence nukleotidů. 
V těch se snadněji hromadí mutace. Máme totiž celkem 20 biogenních aminokyselin, ze kterých se 
skládají proteiny. Přitom jedna aminokyselina je kódována tripletem dusíkatých bází (kodonem). Při 
počtu 4 dusíkatých bázích v DNA je to 43= 64 kodonů. Jedna aminokyselina je tedy kódována více 
triplety bází, tzn. mutace v jednom nukleotidu nemusí nutně znamenat změnu v expresi genu, 
protože translací vznikne stejný protein jako v původním genu. Zatímco při srovnávání dvou 
nukleotidových sekvencí, bychom v takovém případě našli změnu mezi oběma sekvencemi, při 
srovnávání proteinových sekvencí změnu neobjevíme, což je v tomto případě vhodné [7]. 
Tabulka 2. IUPAC kódy aminokyselin 
IUPAC kód zkratka aminokyselina 
A Ala alanin 
C Cys cytosin 
D Asp asparát 
E Glu glutamát 
F Phe fenylalanin 
G Gly glycin 
H His histidin 
I Ile izoleucin 
K Lys lysin 
L Leu leucin 
M Met metionin 
N Asn asparagin 
P Pro prolin 
Q Gln glutamin 
R Arg arginin 
S Ser serin 
T Thr threonin 
V Val valin 
W Tpr tryptofan 
Y Tyr tyrosin 
X Xxx cokoliv 
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2. Fylogenetické stromy 
V předchozí kapitole jsme si definovali data, která máme k dispozici. Tato data je potřeba 
fylogeneticky zpracovat. Výsledkem tohoto zpracování je zpravidla stromový graf – dendrogram. To 
ještě nutně neznamená, že je přímo fylogenetickým stromem – fylogramem. Různé druhy 
dendrogramů a především fylogramy a jejich konstrukce jsou popsány v této kapitole. 
2.1 Základní požadavky 
Ještě předtím než budeme chtít vytvořit fylogenetický strom, je nutné se držet pravidel, která 
metody konstrukce vyžadují. Vyvarujeme se tak chyb, co by se objevily po statistickém zhodnocení 
výsledku. Jednotlivé druhy, respektive nějak specifikované populace organismů, označujeme jako 
operační taxonomické jednotky (OTU, Operational Taxonomic Units) [1]. Abychom mohli dvě či více 
OTU správně zhodnotit, je důležité, aby všechny znaky byly homologní. To znamená takové, že je 
všechny druhy zdědily od nejbližšího společného předka. Existuje však více druhů homologií, 
nejvhodnější je, aby data byla ortologní. Ortologní geny jsou takové, které se divergují po vzniku 
druhu. Čili u všech druhů mají stejnou funkci. Určení ortologních sekvencí však může být někdy 
složité a mohou být zaměněny za geny paralogií. To je takové, jež vznikly po duplikaci druhu a mají 
tak pozměněnou strukturu a funkci. Taková data mohou celou analýzu zatížit velkou chybou. Stejný 
vliv mají i xenologní sekvence, tj. sekvence dostávající se do genomu horizontálním přenosem. Jsou 
sice méně časté, ale de facto nemáme možnost je odhalit před analýzou, projeví se až špatným 
výsledkem statistického hodnocení [6]. 
2.2 Dendrogram 
Pojmem dendrogram nebo také genealogický strom myslíme stromový graf, který je 
grafickým znázorněním vzájemné příbuznosti či podobnosti zkoumaných OTU. První ‚‚stromy života‘‘ 
vznikající už v 19. stol opravdu podobu stromů měli, dnes už je samozřejmě situace jiná. I přesto 
pořád mluvíme o stromech, protože jednotlivé OTU jsou spojeny pomocí větví (branches), které se 
spojují v uzlech (nodes). Ty představují hypotetické předky, které zkoumané OTU měli. Zpravidla 
vycházejí z uzlu pouze dvě větve, protože předpokládáme binární větvení. Stromy můžeme rozdělit 
z několika hledisek. Podle toho jestli mají kořen na kořenové a nekořenové, podle toho co vyjadřují 
na kladogram, fenogram nebo fylogram.  
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Kořenové stromy 
Zakořeněné stromy (rooted) jsou svým způsobem přirozenější. Kořen stromu reprezentuje 
nejstaršího společného předka všech OTU. V praxi může být ale nalezení kořene složité. Nejčastěji se 
kořen hledá zahrnutím tzv. outgroupu do analýzy [1]. Outgtoup není nic jiného než homologní 
sekvence organismu, který je zbylým OTU vývojově více vzdálen (např: rostlina mezi živočichy).  
 
 
 
  A   B C  A    C   B   B  C A 
Obrázek 2.1 Kořenové dendrogramy 
 
Na obrázku je vidět, jaké zakořeněné stromy lze vytvořit ze tří OTU – A,B,C. Pokud vytváříme 
zakořeněné schéma ze tří sekvencí, můžeme dostat tři různé výsledky. 
Nekořenové stromy 
Nezakořeněné stromy (unrooted) mohou proti zakořeněným vypadat méně logicky a vhodně. 
Vždy však nemáme k dispozici správný vzorek, který bychom mohli použít jako outgroup. 
                                                      A 
 
                                                                                                           C 
 
                                                      B 
Obrázek 2.2 Nekořenový dendrogram 
 
Uvedené nekořenové schéma je ekvivalentní všem kořenovým schématům výše. Počet 
nekořenových stromů pro dané množství OTU je tedy menší než počet stromů kořenových. 
Množství možných dendrogramů 
Při zpracování dat je nutné si uvědomit, kolik různých výsledků můžeme dostat. Statistické 
vyhodnocování je totiž početně náročný algoritmus, který vybírá či sestavuje nejlepší možné řešení 
z množiny všech možných. Každé zvětšení této množiny přináší obrovský nárůst matematických 
operací potřebných ke konečnému vyhodnocení. Může se nám tak stát, že přesáhne výpočetní 
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kapacitu počítače zpracovávajícího naši studii. Jak jsme si ukázali výše, počet kořenových stromů při 
stejném počtu vstupních sekvencí je vyšší než počet nekořenových. Je to logické, protože nekořenový 
strom obsahuje o jednu větev, zavedenou kořenem, méně. Počet N nekořenových stromů pro n 
sekvencí je tedy stejný na počet N kořenových stromů pro n-1 sekvencí a je dán vztahem: 
   
       
          
 (2.1) 
Pro představu uvádím následující tabulku vystihující, jak rychle narůstá počet možných 
výsledků se zvětšující se množinou vstupních dat. Pro přehlednost jsou počty zaokrouhleny. 
Tabulka 3. Počty možných dendrogramů 
počet OTU počet kořenových stromů počet nekořenových stromů 
1 1 1 
2 1 1 
3 3 1 
4 15 3 
5 105 15 
6 945 105 
7 10 395 945 
8 135 135 10 395 
9 2 027 025 135 135 
10 34 459 425 2 027 025 
15 2 × 1014 8 × 1012 
20 8 × 1021 2 × 1020 
30 5 × 1038 9 × 1036 
50 3 × 1076 3 × 1074 
 
Jak je z tabulky vidět, počet možných výsledků rapidně narůstá se zvyšujícím se počtem 
vstupujících dat. Jedním z možných řešení je použít místo algoritmů deterministických algoritmy 
založené na metodách heuristických. Tyto algoritmy předem vylučují možnosti, u kterých není 
předpokládán správný výsledek. Ušetří tak mnoho zbytečných výpočtů. Na druhou stranu mohou 
zavést do analýzy chybu. 
2.3 Typy dendrogramů 
Kladogram 
Jedná se o základní schéma znázorňující pouze topologii, tedy pořadí a způsob jakým se 
jednotlivé vývojové linie dělily. Je tedy schématem kladogeneze, tak by se měl možná i formálně 
označovat, protože pojem kladogram má v systematické biologii jiný význam. 
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Fenogram 
Je stromem, který bere v potaz fenotypovou příbuznost jednotlivých OTU, tzn. vyjadřuje 
vzájemnou podobnost druhů. Délka větví reprezentuje počet změn nebo také dobu trvání mezi 
původním a nově vzniklým druhem. 
Fylogram 
Stejně jako u fenogramu i u fylogramu délka jeho větví ukazuje evoluční vzdálenost mezi uzly. 
V některých případech hrají roli i úhly mezi jednotlivými větvemi. Častěji se však uvádí fylogram 
v jednodušší pravoúhlé formě.  
3. Metody konstrukce fylogramu 
V následující kapitole si představíme konkrétní metody sloužící k vytvoření fylogramů. Právě 
fylogramy jsou totiž svým charakterem a množstvím informací, jež poskytují, nejčastěji 
konstruovanými stromy. Je nutné si uvědomit, jak se mohou lišit dvě schémata sestrojená na základě 
stejných dat dvěma různými způsoby. 
3.1 Přístup ke konstrukci 
Při konstrukci fylogramů máme na výběr ze dvou možných přístupů, na kterých pak stojí řada 
různých metod. Jsou jimi metody vzdálenostní (distance matrix methods) a metody znakové 
(character state methods). 
Distanční metody 
Jsou metodami založenými na výpočtu podobnosti mezi jednotlivými sekvencemi do studie 
vstupujícími. Data vzdáleností nejsou sekvence znaků, tak jak jsme si je definovali dříve, nýbrž matice 
vzdáleností z těchto znaků odvozené. Vstupující sekvence je potřeba nejdříve zarovnat a následně 
porovnat, neboť vzdálenost mezi dvěma OTU je dána počtem změn. Pokud tedy vycházíme ze 
znakových dat, využijeme při převodu na data distanční substituční matice. Našim hlavním snažením 
je tedy získat proporcionální distanci – p [8]. 
Distanční vzdálenost však neodpovídá skutečné evoluční vzdálenosti. p-distance má 
binomické rozdělení pravděpodobnosti, pro sekvence aminokyselin můžeme použít korekce na 
Poissonovo či Gamma rozdělení pravděpodobnosti. Abychom mohli pomocí dat zkonstruovat 
fylogram, který opravdu bude ukazovat evoluční vzdálenost je potřeba provést korekci. A to jednak 
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korekci na vícenásobné a zpětné mutace ve stejné pozici, na paralelní vzájemně nezávislé mutace ve 
stejné pozici a na výskyt konvergentních mutací. Nejjednodušším modelem je Jukes-Cantorův. 
              
 
 
  [9] (3.1) 
α je parametrem, který udává pravděpodobnost změny na jiný znak. J-C model předpokládá, 
že všechny typy záměn mají stejnou pravděpodobnost, grafické znázornění pro nukleotidy je vidět na 
následujícím obrázku.  
 
Obrázek 3.1 Jukes-Cantor [9] 
Z obrázku lze tedy vyvodit, že hodnota parametru α pro genomické sekvence bude   
 
 
. Pro 
proteomické sekvence vycházející ze 20 aminokyselin pak   
  
  
. 
Přístupy založené na vzdálenostních datech patří zpravidla (ne vždy) mezi metody 
konstrukční, tedy takové, které jsou založeny na matematickém algoritmu, jež vypočítá jeden 
konkrétní strom. 
Znakové metody 
Znakové metody používají přímo sekvenci znaků, tak jak jsme si definovali na začátku. Na 
každé pozici je tedy digitální znak, který nabývá přesně vymezených hodnot. Tyto metody pracují 
s pravděpodobností změny této hodnoty. Změna je tedy rovna substituci aminokyseliny nebo 
nukleotidu na konkrétní pozici. Znaková data jsou díky své povaze univerzálnější, neboť je můžeme 
zpracovat metodami znakovými a po převedení i distančními. Naproti tomu z dat vzdáleností již data 
znaková žádným způsobem nezískáme. [8] 
Přístupy založené na zpracování znakových dat patří naopak mezi metody využívající 
kritérium optimality. To znamená, že algoritmus vytvoří všechny možné stromy a teprve z nich vybírá 
ty, které splňují předem daná kritéria. Pro představu, jak jsou tyto algoritmy náročné, je možné se 
zpět podívat na tabulku, která ukazuje počty možných stromů při daném počtu OTU. 
Mohlo by se zdát, že pokud máme k dispozici data znaková, není žádný důvod využít ke 
konstrukci metody distanční. Je totiž potřeba nejdříve data převést, dělat tedy jeden krok navíc. Ve 
skutečnosti je však lepší provést konstrukci oběma způsoby a výsledné fylogramy porovnat, protože 
jednotlivé metody jsou citlivé na jiné chyby. Kromě toho jsou konstrukční metody výpočetně 
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mnohem jednoduší a mohou být tedy volbou tam, kde objem dat přesahuje výpočetní kapacitu pro 
zpracování metodami založenými na kritériu optimality [6]. 
3.2 Konstrukční metody 
V praxi se setkáváme se třemi základními metodami konstrukce fylogramů. Mnohé další jsou 
již pak pouhé modifikace založené na těchto základních. 
ME (minimum evolution) 
Metoda minimální evoluce jako taková zpracovává data distanční, ale pomocí kritéria 
optimality. Její algoritmus je tak velice náročný, protože počítá sumu délek všech větví pro všechny 
možné stromy. Ze všech možných stromů pak vybere ten, jehož součet délek větví je nejmenší. 
Zjednodušení lze dosáhnou použitím heuristických algoritmů, jež z analýzy předem vyloučí některé 
stromy [2]. I tak se jedná o početně velice náročný postup. Je však možné jen aproximovat 
metodami, které používají přístupu konstrukčního. Jsou to iterační algoritmy spojující postupně dva 
taxony, jejichž spojení maximálně minimalizuje celkovou sumu délek. 
Základní metodou je UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Aritmetic mean). Pracuje 
s maticí vzdáleností a je velice jednoduchá. Z matice vybere dvě sekvence s nejmenší vzdáleností. 
Tyto dvě sekvence spojí pomocí dvou větví a uzlu. Obě sekvence nahradí v matici za nově spojenou 
dvojici - uzel a vypočítá její vzdálenost od ostatních sekvencí. Uzel umisťuje do těžiště mezi oběma 
sekvencemi, je tedy pouhým aritmetickým průměrem. Tyto kroky opakuje pořád dokola, dokud není 
ve výsledném stromu dosáhnuto spojení všechny OTU. Tato metoda však nepočítá s různou rychlostí 
evoluce, jejím výsledkem je tedy fenogram. Výsledný strom by byl fylogramem pouze v případě, že by 
se všechny sledované znaky u všech OTU vyvíjely stejnou rychlostí. To je však v praxi velice 
nepravděpodobné. Je však možnost použít váženou UPGMA [1]. 
Nejpoužívanějším algoritmem této metody je NJ (Neighbor-joining) [2]. Tento algoritmus 
stejně jako UPMGA pracuje na iterativním postupu, při němž v každém kroku spojuje dva sousedy v 
jeden uzel. Vychází ovšem z hvězdicovitého stromu, v počáteční fázi spojujícího všechny OTU 
v jednom uzlu. Postupně však dochází ke spojování větví, které jsou nahrazovány novými uzly. 
Rekurzivně se tak tvoří v každém kroku nový strom pro menší množinu objektů. Celý postup se 
opakuje, dokud není dosáhnuto binárního větvení. Jelikož tato metoda bere v úvahu nestejnou 
evoluční velikost je jejím výsledkem fylogram. Jedná se o úsporný algoritmus, takže je možné jím 
zpracovávat velké množství sekvencí, či velice dlouhé sekvence. Pokud vycházíme ze znakových dat, 
což je pravděpodobné, je však nejdříve potřeba vypočítat data distanční. 
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MP (maximum parsimony) 
Metoda maximální parsimonie je metodou zpracovávající data znaková. Již to napovídá, že 
jde o poměrně náročný algoritmus. Maximální parsimonie znamená nejúspornější [6]. Hledá takové 
fylogramy, které vysvětlí pozorovaný stav pomocí co nejmenšího počtu mutací. Výsledný strom tak 
vzniká jako konsenzus stromů nejlepších pro jednotlivé pozice. Takových stromů může algoritmus 
naleznout i více než jeden. Při výpočtech nepoužívá všechna dostupná data, ale pouze pozice, které 
jsou fylogeneticky informativní, tj. pozice umožňující konstrukci jednoznačných stromů. Celý výpočet 
tím pádem není tak náročný jako u ML a je poměrně rychlý. Na druhou stranu tato metoda není často 
moc spolehlivá a trpí artefakty. Neumí si dobře poradit se sekvencemi, u nichž již proběhla delší 
evoluční vzdálenost. Není totiž efektivní při zpracování sekvencí s proměnlivou mutací jednotlivých 
pozic, což jsou právě proteinové sekvence ve fylogenetice nejpoužívanější. V případě většího objemu 
dat, kdy není možné použít ML je de facto jedinou možností jak znaková data zpracovat přímo. 
ML (maximum likelihood) 
Metoda maximální věrohodnosti je také metodou zpracovávající znaková data. Ze všech tří 
metod je zcela určitě metodou nejspolehlivější [6], neboť prohledává všechna dostupná data. U 
každého sestrojeného stromu uvádí pravděpodobnost, s jakou mohl vytvářet soubory znaků 
odpovídající vstupním datům. Tato metoda má opravdu mnoho výhod. Pracuje totiž opravdu se 
všemi pozicemi a porovnává je zvlášť, zachytí tedy bodové mutace. Generuje nám více možných 
stromů. Na druhou stranu je toto všechno vykoupeno příliš náročným výpočetním algoritmem, který 
je prakticky nepoužitelný na delší sekvence, či na soubory více sekvencí, protože jej nedokážeme 
zpracovat ani pomocí výkonného počítače. 
4. Statistické testování 
Předchozí kapitoly byly důležité pro pochopení toho, jaká mají fylogenetická data charakter a 
jaké jsou metody jejich vyhodnocení. Různé metody a různý typ výchozích dat může vést nebo spíše 
vždy vede k rozdílným výsledkům pro stejnou vstupní množinu OTU. Je tedy nesmírně důležité nějak 
objektivně vyhodnotit a podložit, který výsledek je nejsprávnější a nejvíce odpovídá skutečnosti. Toto 
dosáhneme statistickým zhodnocením. 
4.1 Opodstatnění testů 
V minulosti byly fylogenetické stromy konstruovány na základě morfologických dat. Záležely 
pouze na rozhodnutí a přesvědčení autora takového stromu. Byly teda zcela subjektivní. Přesvědčení, 
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že je daná situace právě takto, určitě nešlo nijak dále vyhodnotit. V dnešní době, kdy stojí 
fylogenetika na objektivních datech je možné výsledky zhodnotit. Nejenom možné, ale dokonce 
důležité. Vše vychází z poznatků, které jsme si definovali v předchozích kapitolách (rozdíl plynoucí 
z genomických a proteomických dat, zahrnutí paralogních a xenologních sekvencí, převod znakových 
dat na vzdálenostní, různé výsledky různých způsobů konstrukce). Tyto poznatky vedou v podstatě ke 
třem problémům. 
Průběh kladogeneze 
Molekulárních dat máme k dispozici velké množství. Ovšem ani toto množství nám 
nezaručuje, že naše vstupní data obsahují informaci o kladogenezi. Naneštěstí metody konstrukce 
fylogramů vytvoří schéma z jakýchkoliv dat. Výsledný fylogram tak může mít zcela neopodstatněnou 
základní topologii. 
Délka větví 
I když se jednotlivé větve spojují ve správných uzlech, záleží nám u fylogramu i na jejich délce. 
Délka větve je však ovlivněna konstrukčním algoritmem, který jsme použili. Samotná konstrukce nám 
však neřekne ‚‚jak moc si délku větve opodstatnila‘‘. Statistické vyhodnocení nám umožňuje porovnat 
fylogramy zkonstruované různými metodami. 
Výběr nejlepšího stromu 
V rámci jedné konstrukční metody můžeme dostat více výsledných stromů. Rozhodnout se 
pro jediný z nich nám pak zase umožní statistický test. 
4.2 Typy testů 
Pro začátek si musíme uvědomit, co nám statistický test poskytne. Nemůžeme si 
představovat výsledek jako míru pravděpodobnosti vyjadřující, jakou náš zkonstruovaný fylogram 
odpovídá realitě. Je to logické už z povahy celé fylogenetiky. Předchozí kapitoly nám naznačily, že 
statistické zhodnocení slouží k opodstatnění topologie stromu. Výsledek nám ukáže jak moc 
spolehlivý fylogram je z hlediska dat vstupujících do analýzy. Špatný výsledek znamená, že nemáme 
dostatek vstupních dat anebo svědčí o jejich nepoužitelnosti pro konstrukci požadovaného 
fylogenetického stromu. 
Fylogenetická data i přes svá specifika stále patří do skupiny biologických dat a jejich 
zhodnocení je tedy možné pomocí analytických metod biostatistiky. [1] 
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t-test 
t-testovací statistiku [11] můžeme použít pro výsledné stromy zkonstruované pomocí metody 
maximální parsimonie. Slouží k určení statistické významnosti mezi dvěma stromy, neboť metoda MP 
nám může poskytnout více výsledků, jak jsme zjistili dříve. t-test můžeme vypočíst z rozdílu 
v minimálním počtu evolučních změn a počtu fylogeneticky informativních míst v celkovém vzorku 
vstupujícím do analýzy. Tento test však pouze ukáže, zda je mezi porovnávanými stromy významný 
rozdíl, nedokáže určit, který ze stromů je vhodnější. Proto je jeho využití pro potřeby fylogenetiky 
minimální. 
Bremerova podpora 
Bremerova podpora (Bremer support) [12] je statistický test používaný na hodnocení 
fylogramů sestrojených metodou MP. Jeho výhodou je použitelnost na krátké sekvence čítající méně 
než 100 znaků, kde vzorkovací testy trpí chybami. Nevýhodou je omezenost použití konstrukční 
metody, kdy při počítání podpory počítá s kroky, které vysvětlují topologii stromu, ty jsou dostupné 
pro maximálně parsimonální fylogramy. Při počítání podpory jednotlivých uzlů zjišťuje, o kolik kroků 
by mohl být strom delší, než uzel zkolabuje. Proto tento test můžeme najít také pod názvem index 
rozkladu (Decay Index). Původní strom má určitý počet kroků vedoucí k jeho topologii. Bremerův test 
postupně konstruuje stromy, jejichž topologie vychází postupně z o jeden většího počtu kroků. Tyto 
fylogramy porovnává s původním za vzniku striktně konsenzuálního stromu. Ten obsahuje pouze ta 
binární větvení, která jsou obsažena v obou dílčích stromech. Pokud tato shoda není nalezena, z uzlů 
vychází tři a více větví. Do původního stromu se k uzlu napíše příslušné číslo kroků navíc, při kterých 
uzel zkolaboval. Celý proces se opakuje, dokud konsenzuální strom neobsahuje pouze jeden uzel, ze 
kterého míří všechny větve. Z toho vyplývá, že čím větší číslo je u uzlu připsáno, tím lepší statistickou 
podporu uzel má. 
 
Obrázek 4.1 Strom s připsanou Bremerovou podporou [12] 
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Obrázek 4.2 Dílčí Bremerovy stromy [12] 
 
Na obrázku 4.1 je vidět fylogram, který byl sestrojen na základě 82 kroků. U uzlů má již 
připsánu Bremerovu podporu. Na obrázku 4.2 jsou pak vidět striktně konsenzuální fylogramy 
z původního a stromů získaných 83 a 85 kroky. Je vidět kolaps některých binárních větvení, z těch je 
pak odvozena hodnota 1 a 3 pro podporu původního stromu. 
Vzorkovací (resamplingové) techniky 
Vzorkovací techniky jsou v dnešní době nejčastěji používanými metodami pro stanovení 
kvality fylogramu. Anglické slovo resampling můžeme v češtině chápat jako opakovaný výběr. Analýza 
tak probíhá na základě porovnávání výsledku konstrukce z našich původních dat a ze vzorků, či spíše 
pseudovzorků, vytvořených z našich dat náhodně. Pseudovzorky se od původního vzorku liší, jsou 
záměrně a náhodně pozměněny. Výstupem těchto testů je pak procentuální hodnota, která vyjadřuje 
množství výsledků z pseudovzorků shodujících se s výsledkem vycházejícím z původních 
nepozměněných dat. Procentuální číslo potom vyjadřuje stupeň podpory našeho výsledku vzhledem 
ke vstupující množině dat. 
V prvním kroku je tedy nutné naše data navzorkovat. Pro představu si navzorkování pro 
nukleotidové sekvence ukážeme níže. Mějme p OTU reprezentované sekvencemi o délce n. Potom 
můžeme vytvořit maximálně n znaků.  
 
OTU\znaky 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
1 G C G A A T C C G A 
2 G C G A C T G C G A 
3 C G G A A G T C G A 
4 C G T A A T T C G A 
 
Obrázek 4.3: Navzorkování vstupních dat 
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Znaky tvoříme svislým ‚‚nastříháním‘‘ výchozího mnohočetného přiřazení sekvencí 
jednotlivých OTU. Pozice nad sebou po celou dobu zůstávají v původním zarovnání, tedy do identity 
OTU nezasahujeme [1]. 
Podle způsobu vytváření pseudovzorků rozlišujeme resamplingové techniky na konkrétní 
testy. I když je základ těchto testů stejný, nelze jejich výsledky zaměňovat, neboť se můžou lišit a 
jejich interpretace také není úplně stejná, pouze obdobná. Můžeme si definovat tři základní metody: 
jackknifing, OTU-jackknifing a bootstrapping, přičemž poslední jmenovaný se používá zdaleka 
nejčastěji a věnujeme mu proto hlavní část.  
Jackknifing 
Tato metoda vytváří pseudovzorky, jejichž délka je menší než délka původního vzorku, 
protože z něj vybíráme pouze m znaků a platí, že m<n (n je dříve definovaný počet znaků našeho 
vzorku). Znaky vybíráme z původního zarovnání náhodně následujícím způsobem. Jakmile je znak 
jednou vybrán už nemůže být vybrán znovu [13]. Vybrané znaky skládáme za sebe, čímž vytvoříme 
pseudovzorek. Identita OTU je zachována. 
V následujícím schématu jsou ukázány 2 pseudovzorky o délce 5 znaků, jež mohou vzniknout 
ze vzorku z obr 4.3 metodou jackknifing. Nemění se pořadí řádků, ale pouze pořadí sloupců. 
 
OTU\znaky 
 
5 9 2 1 3 
1 A G C G G 
2 C G C G G 
3 A G G C G 
4 A G G C T 
 
 
OTU\znaky 
 
2 3 8 5 10 
1 C G C A A 
2 C G C C A 
3 G G C A A 
4 G T C A A 
 
Obrázek 4.4: Jackknifing pseudovzorky 
 
OTU-jackknifing 
OTU-jackknifing [1] má s klasickým jackknifingem společné to, že pseudovzorky jsou také 
menší než původní vzorky. Rozdíl je ale v tom, že se nevypouští sloupce, ale řádky. Pseudovzorek je 
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vytvořen vybráním o OTU z původních p OTU (o<p). Samozřejmě stále zůstává zachována identita 
OTU, ale pořadí se změní. V podstatě se ze statistického hlediska jedná o jackknifing test se záměnou 
řádků a sloupců. 
Následné úkony resamplingových testů jsou stejné jako u bootstrappingu a budou tak 
popsány v následující kapitole. 
5. Bootstrapping 
Bootstrapping je v dnešní době nejpoužívanější metodou vyhodnocení kvality fylogenetických 
stromů. Není však pouze nástrojem fylogenetiky, jedná se o statistický test širšího využití. 
V následující kapitole se dostaneme od jeho statistického základu, přes využití ve fylogenetice až po 
srovnání jeho kvalit a omezení s jinými metodami. V češtině se setkáváme s označením bootstrapping 
i bootstrap, přičemž oba výrazy jsou si ekvivalentní. V souvislosti s fylogenetikou se však častěji 
používá pojem první. 
5.1 Bootstrap jako statistická metoda 
Bootstrap je poměrně novým a moderním statistickým testem, který byl poprvé představen 
v roce 1979 B. Efronem ze Stanfordské university [14]. Vznikl jako reakce na problém, kdy nešlo 
použít jiných statistických testů. Jeho hlavní předností je fakt, že ho můžeme použít i tam, kde 
neznáme rozložení vstupujících dat. 
Zde se omezíme na jakýsi základní pohled na bootstrapping, podrobnější matematické 
pochopení může nabídnout jiná literatura [15]. Protože se jedná o vzorkovací metodu, stejně jako 
jackknife pracuje s uměle vytvořenými vzorky. Každý tento vzorek můžeme označit jako bootstrapový 
výběr. Každý tento nový výběr vzniká nezávisle a náhodně z výběru původního. Každá hodnota se 
v něm vyskytuje s pravděpodobností 
 
 
 při   hodnotách ve vzorku původním a máme k dispozici i 
odhad jeho distribuční funkce. V praxi se nepoužívá stanovení přesného bootstrapového rozdělení, 
ale pouze bootstrapový odhad původního rozdělení. Důvod je prostý – výpočetní náročnost. 
Abychom dosáhli přesného výsledku, bylo by pro oněch   hodnot potřeba použít všech    možných 
výběrů. To již při malém vzorku čítajícím 10 hodnot znamená 10 miliard výběrů. Při odhadu 
generujeme nezávisle zvolený počet bootstrapových výběrů a aritmetickým průměrem stanovíme 
odhad původní distribuční funkce. Jak velký počet vzorků bude potřeba, závisí na datech, která 
zpracováváme. Obecně však lze říci, čím více vzorků, tím přesnější výpočet, ale také vyšší výpočetní 
náročnost. 
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Na následujícím obrázku je vidět bootstrapový odhad reálného rozložení dat. Zatímco 
skutečné rozložení dat je spojité, definované spojitou křivkou, bootstrapping používá vzorkování a 
počítá s jednotlivými vzorky. Dochází tak k náhradě normálního rozložení rozložením binomickým. 
Proto je zobrazením bootstrappingu histogram.  
Histogram tedy vyjadřuje bootstrapovou hustotu charakteristiky a tlustá čára skutečnou 
hustotu charakteristiky.  
 
Obrázek 5.1: Bootstrap histogram [14] 
 
Ačkoliv má bootstrap své limitace – není vhodný pro rozdělení s nekonečným rozptylem, na 
odhad parametrů ležících na hranici parametrické množiny a na rozdělení extremálních odhadů, je 
jeho použití velice široké. Má širší uplatnění v biologii, neomezuje se pouze na fylogenetiku, 
v informatice a také ekonomii. 
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Bootstrapping ve fylogenetice 
Charakteristika a výhody bootstrappingu jako statistického testu zapříčinily, že začal být 
velice brzy po svém představení používán i ve fylogenetice při konstrukci fylogramů [16]. Je totiž 
velice univerzální a jeho použití není omezeno typem vstupních dat. Můžeme ho tedy použít při 
jakékoliv fylogenetické rekonstrukci, i na hodnocení fenogramů. V dnešní době je tedy hlavní 
metodou na hodnocení kvality vytvořených schémat fylogeneze. 
5.2 Bootstrapová hodnota 
Výsledkem analýzy je bootstrapová hodnota (BP bootstrap percentage, bootstrap p-
value) [17]. Jedná se o procentuální hodnotu, která vyjadřuje stupeň podpory jednotlivých větvení 
vzhledem k našim vstupujícím datům. Výsledných hodnot tedy máme tolik, kolik je ve stromu větvení 
tj. počet uzlů a umisťujeme je právě k příslušným uzlům. Pro představu si můžeme ukázat, jak vypadá 
situace v reálné analýze na následujícím obrázku. Poté si přiblížíme výpočet této hodnoty. 
Obrázek 5.2 Bootstrapové hodnoty fylogramu [2] 
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Pseudovzorky 
Na rozdíl od jackknifing vytváří bootstrapping pseudovzorky o stejné délce jako původní 
vzorek [6]. Tedy pokud se vrátíme k vzorku na obrázku 4.1, který má délku n znaků, pak každý 
pseudovzorek z něj odvozený bude mít délku m, pro kterou platí m=n. To však ještě neznamená, že 
při jeto tvorbě budou využity všechny znaky vzorku původního. Bootstrapping vybírá znaky také 
náhodně, avšak poté co je znak vybrán, není vyřazen a může být vybrán znovu. V praxi to pak vypadá 
tak, že pseudovzorek vznikne vypuštěním některých původních znaků, ale jiné znaky se v něm objeví 
vícekrát. Stejně jako u jackknifing se pořadí řádků nemění. Pro názornost si uvedeme dva příklady 
dat, která by mohla vzniknout z původního vzorku na obrázku 4.1. 
 
OTU\znaky 
 
5 9 1 9 4 6 5 2 3 7 
1 A G G G A T A C G C 
2 C G G G A T C C G G 
3 A G C G A G A G G T 
4 A G C G A T A G T T 
 
 
OTU\znaky 
 
10 5 10 2 3 9 1 9 10 7 
1 A A A C G G G G A C 
2 A C A C G G G G A G 
3 A A A G G G C G A T 
4 A A A G T G C G A T 
 
Obrázek 5.3: Bootstrapping pseudovzorky 
Všimněme si, že v prvním vzorku došlo k vypuštění 8. a 10. znaku, zatímco znaky 5 a 9 byly 
duplikovány. Náhodným výběrem samozřejmě došlo i ke změně pořadí znaků. V druhém vzorku se 
objevují dokonce tři znaky 10. 
 
Pro kvalitní analýzu musíme mít dostatečný počet těchto nových dat. Aby měl výsledek 
výpovědní hodnotu, je potřeba vytvořit alespoň 500 bootstrapových vzorků v lepším případě i více, 
pokud to situace dovolí. Proč právě takový počet si vysvětlíme později po definici výpočtu 
bootstrapové hodnoty. 
Z každého nového vzorku vypočítáme zvolenou metodou fylogram. Metoda musí být 
samozřejmě pro každý vzorek stejná a musí být shodná s metodou konstrukce fylogramu z původních 
dat. Volba metody konstrukce je čistě na nás díky univerzálnosti bootstrappingu. Musíme však brát 
v potaz výpočetní náročnost zvolené metody. Určitě pro nás nebude problém sestrojit 1000 nových 
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fylogramů metodou NJ, jiná situace však nastane při použití metody ML. V tomto případě se často 
musíme spokojit s použitím nižšího počtu pseudovzorků. 
Výpočet bootstrapové hodnoty 
Samotný výpočet bootstrapové hodnoty je matematicky velice triviální záležitostí řídící se dle 
jednoduchého vzorce. Jádro problému vězí ve složitosti a počtu úkonů porovnávání stromů, které 
předchází matematickému výpočtu BP. Porovnávání probíhá tak, že vezmeme původní fylogram a 
srovnáváme jej s fylogramy postavenými z bootstrapových pseudovzorků. Hledá se četnost 
zastoupení jednotlivých uzlů původního fylogramu ve fylogramech bootstrapových. Stejným uzlem 
rozumíme takový, který se skládá ze stejných taxonů. Přitom vůbec nezáleží na pořadí a způsobu 
větvení v rámci daných větví. Právě proto, že nezáleží na pořadí větvení, neznáme předem pozici, na 
které by se stejný uzel mohl vyskytovat. Je tedy nutné každý jednotlivý uzel stromu původního 
porovnat s každým uzlem všech stromů bootstrapových. 
Strom rozepsaný dle uzlů si můžeme představit jako sloupec o t řádcích, kde t reprezentuje 
počet uzlů. Ten je při binárním větvení o jedna menší než počet sekvencí, z nichž strom 
konstruujeme. u-té pole sloupce je množinou Xu obsahující názvy OTU, na které se uzel dále větví. 
Z bootstrapových vzorků, tak lze sestrojit tabulku s t řádky a n sloupci, kde n je počet pseudovzorků. 
Každé pole na i-tém řádku v j-tém sloupci obsahuje množinu Yi,j s OTU, na které se uzel větví. 
 
Obrázek 5.4: Stromy dle uzlů 
 
Pro každý uzel u je potřeba spočítat počet shodných uzlů su mezi pseudostromy. 
        když         pro       (5.1) 
      když         pro       (5.2) 
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Na základě shod pak pro každý uzel vypočítáme bootstrapovou hodnotu, která je vlastně 
procentuálním zastoupením shod, tedy: 
     
  
 
      pro     (5.3) 
Teoretickou jednoduchost samotného výpočtu, lze prezentovat na příkladu pro malé soubory 
dat. Mějme původní strom o 10 OTU (A až J), čili s 9 binárními uzly. A další 3 stromy vytvořené 
z uměle získaných bootstrapových dat. Uzly, které bootstrapping považuje za shodné s původním 
stromem, jsou vyznačeny červeně. 
 
Obrázek 5.5: Původní strom 
 
Obrázek 5.6: Stromy vytvořené bootstrappingem 
Při pohledu na strom 1 si všimněme, že větve vycházející z uzlu 1 mají odlišnou topologii. Jsou 
však složeny ze stejných taxonů a proto je uzel z hlediska bootstrappingu shodný s uzlem ve stromu 
původním. Strom 3 může na první pohled vypadat od původního jako nejvíce odlišný. Nezáleží však 
na délce větví (evoluční vzdálenosti), ze všech uzlů vycházejí větve obsahující totožné množiny OTU, 
proto jsou stromy považovány za stejné. 
Z těchto tří stromů tak můžeme vypočítat BP pro jednotlivé uzly stromu původního. 
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Obrázek 5.7:Původní strom s BP 
 
Náročnost výpočtu BP v praxi 
Výše uvedený příklad, kdy jde bootstraping provést pouze pohledem na jednotlivé stromy je 
v praxi naprosto nereálný. Jednak skutečné stromy jsou často rekonstruovány z mnohem většího 
počtu OTU, tedy nelze se v nich pouhým pohledem rychle zorientovat a počet pseudostromů je 
mnohem větší než 3. Pokud vyjdeme z obrázku 5.4, kdy je potřeba porovnat každý řádek sloupce 
zvlášť s celou tabulkou, můžeme si definovat počet potřebných porovnání r: 
               (5.4) 
Kde t je počet uzlů a n počet bootstrapových vzorků. Náročnost tak roste lineárně 
s rostoucím počtem bootstrapových vzorků a s druhou mocninou počtu uzlů, tj. počet sekvencí pro 
které strom konstruujeme mínus jedna. Pro reálný příklad 50 sekvencí při použití 500 bootstrapových 
vzorků je celkový počet porovnání roven 1 200 500, což je suma ručním porovnáváním těžko 
zpracovatelná.  
Přesnost výsledku BP 
Nyní se dostaneme k tomu, proč je nutné použít alespoň 500 bootstrapových vzorků i za cenu 
větší výpočetní náročnosti. Tuto hodnotu nám vysvětlí vypočtení pro statistiku běžného 95% 
intervalu spolehlivosti. Protože má bootstrapová charakteristika binomické rozložení, je potřeba jej 
nahradit rozložením normálním [18], situace již byla vidět na obrázku 5.1. Pro získanou hodnotu BP 
při n vzorcích pak vypočteme přesnost a na základě směrodatné odchylky σ, ta má pro 95% interval 
spolehlivosti hodnotu přibližně 1,96. Respektive pro požadovanou přesnost a vypočteme potřebný 
počet vzorků n ze vztahu: 
              
 
 
 
 
          [19] (5.5) 
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Jak vypadá přesnost BP na intervalu 50 až 100% pro různý počet bootstrapových vzorků je vidět na 
následujícím grafu. Z toho vyplývá i doporučovaný počet 500 pseudovzorků, při kterém je dosaženo 
pro velký interval BP přesnosti zhruba ±4%. Pro 100 pseudovzorků bychom při 70% podpoře dosáhli 
špatné přesnosti ±9%. Naopak se zvyšujícím se n je přesnost lepší, musíme však brát v úvahu 
narůstající výpočetní náročnost zmíněnou v předchozí kapitole. 
 
Obrázek 5.8: Přesnost BP pro různé počty pseudovzorků [19] 
 
5.3 Interpretace výsledků bootstrappingu 
Obecná interpretace 
To, že je bootstrapová hodnota udávaná jako procentuální číslo může svádět k tomu, že 
vyjadřuje pravděpodobnost. Jak již bylo v úvodu ke statistickým testům vysvětleno, tato domněnka je 
mylná. Fylogenetickou analýzou se snažíme popsat evoluční historii, kterou neznáme a přesně znát 
nemůžeme. Ani bootstrapping nemůže do analýzy přinést přesný popis minulosti. BP=50 (i když se 
jedná o procentuální hodnotu, často se uvádí bez znaku %) nemůžeme chápat tak, že k danému 
větvení došlo v minulosti na 50%, ale jako statistickou podporu, kterou dané větvení má. Jako dobré 
bereme fylogramy, jejichž uzly mají podporu větší než 70. Potom jsme oprávněni říct, že na základě 
sekvencí, které máme, je dané větvení dobře obhájeno. Hodnoty pod 50 jsou brány jako podpora 
nedostatečná [20]. Znamená to, že naše data neobsahují dostatečnou fylogenetickou informaci pro 
vytvoření daného větvení. 
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Statistická interpretace 
Statistická interpretace bootstrappingu ve fylogenetice je velice složitá. Můžeme ho sice 
použít i na data, u kterých neznáme přesné statistické rozložení k získání odhadu, stejně tak však 
potom můžeme přesnou interpretaci pouze odhadovat, ale ne přesně definovat. Pracujeme tedy 
s binomickým rozložením, které můžeme případně nahradit spojitým normálním rozložením, čehož 
jsme již jednou využili pro definování přesnosti. Skutečné rozložení fylogenetických dat však není z 
povahy fylogenetiky možné získat žádným způsobem. Proto se vede dlouhá diskuse nad tím, zda jsou 
výsledky spíše mírou přesnosti anebo opakovatelnosti výsledku [21]. Nicméně k žádnému 
jednotnému názoru zatím nebylo dospěno. Při hodnocení výsledků bootstrappingu ve fylogenetice se 
tak používá hlavně obecná interpretace. 
5.4 Omezení bootstrappingu 
Když vyloučíme omezení plynoucí z nejasné statistické interpretace bootstrappingu ve 
fylogenetice na základě níž nejsme dost dobře schopni vyvodit závěry o špatné statistické podpoře, je 
bootstrapping limitován ještě dalšími faktory. I když vyjdeme z obecné interpretace, nemusí nutně 
malá statistická podpora znamenat absenci fylogenetického signálu a to především u velmi krátkých 
sekvencí. 
Příliš krátké sekvence 
Příliš krátké sekvence s délkou kolem 50 znaků nedokáže bootstrapping věrohodně 
zpracovat. Malá BP uzlů fylogramů z takto krátkých sekvencí pak nemusí být a předpokládá se, že 
není způsobena absencí fylogenetického signálů, ale nedostatečným počtem znaků, jejichž rozložení 
nesplňuje předpoklad binomického respektive normálního rozložení. Ač se může zdát, že s takto 
krátkými sekvencemi se nesetkáme, jsou časté především při fylogenetické analýze proteinů. Jedním 
z navrhovaných řešení je doplnění takových sekvencí vymyšlenými znaky [22]. 
Bootstrapping pouze popisuje 
Bootstrapping sám o sobě pouze popisuje statistickou podporu fylogramu na základě 
obecného předpokladu normálního rozložení. Toto rozložení považujeme obecně za správné, 
přepokládáme takové rozložení i ve skutečnosti. Bylo by tedy vhodné, aby bootstrapping pouze 
nepopisoval, ale nabídl statisticky nejvýhodnější řešení. 
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6. Konsenzuální bootstrapping 
V této kapitole si popíšeme možné teorie, které by mohly vést k vylepšení vlastností 
bootstrappingu pro potřeby fylogenetiky. Především spojením bootstrappingu s tvorbou 
konsenzuálních stromů. Že tyto předpoklady opravdu fungují, se přesvědčíme na analýze reálných 
dat provedených pomocí programu realizovaného v rámci této práce. 
6.1 Konsenzuální stromy 
Konsenzuální strom je takový, který kombinuje informaci několika dílčích stromů [12]. Přitom 
aby se jednalo o konsenzuální strom, musí všechny dílčí stromy obsahovat stejnou množinu OTU. 
Pokud tak není splněno, jedná se o superstrom [23], který má odlišný přístup konstrukce a nesmíme 
jej s konsenzuálním stromem zaměňovat. Konsenzuální strom může být vytvořen ze stromů získaných 
odlišnými konstrukčními algoritmy, potom ale není vhodný k fylogenetické interpretaci, kvůli různým 
předpokladům jednotlivých algoritmů. 
Typy konsenzuálních stromů 
Existují 3 různé typy konsenzuálních stromů. Rozdíly mezi nimi si vysvětlíme na následujícím 
příkladu. 
 
Obrázek 6.1: Konsenzuální stromy [12] 
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Máme tři výchozí stromy popisující evoluční vztahy mezi 6 OTU (A až F). Striktně 
konsenzuální strom je takový, který zobrazí pouze ta binární větvení, jenž jsou obsažena ve všech 
stromech. V případě, že si binární větvení odporují, jsou nahrazena větvením vyššího řádu. Případně 
pokud již nějaký výchozí strom obsahuje větvení vyššího řádu, nemůže být nahrazeno binárními. 
Semistriktně konsenzuální stromy jsou velice podobné striktním, když odporující si větvení nahrazuje 
větvením vyššího řádu. Případné větvení vyššího řádu ve výchozím stromu však může být nahrazeno 
neodporujícími binárními větveními v jiném výchozím stromu. Většinově konsenzuální strom pak 
zobrazuje ta větvení, která mají v jednotlivých dílčích stromech největší poměrné zastoupení. Tedy 
pokud vycházíme ze stromů s binárním větvením, což je mezi fylogramy běžné, i konsenzuální strom 
obsahuje pouze větvení binární. 
6.2 Bootstrapové konsenzuální stromy 
Spojením vlastností konsenzuálních stromů a principů bootstrappingu můžeme dostat 
algoritmus, který bude nejen počítat statistickou podporu, ale upraví topologii na tu s největší 
podporou [24]. Tento přístup bootstrappingu z analýzy zcela vypouští původní strom a nahrazuje jej 
konsenzuálním stromem. 
Hlavní myšlenka metody 
Stejně jako v klasickém bootstrappingu dochází nejprve k navzorkování původních dat. Rozdíl 
je ale v tom, že původní vzorek dat pro další analýzu nepotřebujeme, výsledek se počítá pouze na 
základě pseudovzorků. Z těch sestrojíme fylogramy, všechny tou metodou, jakou bychom použili pro 
konstrukci originálního fylogramu při klasickém bootstrappingu. Ze všech dílčích pseudostromů pak 
sestrojíme většinově konsenzuální strom. Výpočet BP pak vychází přímo z konstrukce, kdy je roven 
poměrnému zastoupení zobrazeného uzlu ve výchozích pseudostromech. Jelikož statistická podpora 
zde vychází ze zastoupení uzlů v dílčích fylogramech a jsou zobrazeny nejčetněji nalezené uzly, je 
výsledný konsenzuální fylogram tím s nejvyšší možnou statistickou podporou. Dá se tak očekávat 
nárůst podpory oproti původní bootstrapové metodě. 
Protože konsenzuální bootstrapping používá pro výsledný konsenzus pouze stromy získané 
na základě stejného konstrukčního algoritmu je výsledek fylogeneticky interpretovatelný. Navíc 
postavený na původním souboru dat. Ten je pouze pozměněn náhodným vypuštěním části informací 
a znásobením jiných. A to nezávisle v mnoha jednotlivých vzorcích. Proto se dá předpokládat, že jako 
celek obsahuje informaci celou. 
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Statisticky i fylogeneticky nejvýhodnější řešení 
To, že konsenzuální bootstrapový fylogram má lepší statistickou podporu než fylogram 
klasický nás ještě samo o sobě neopravňuje říci, že se jedná i o fylogeneticky lepší řešení. Zkusme se 
tedy podívat na fylogenetické předpoklady během analýzy. Malou statistickou podporu obecně 
interpretujeme jako slabý fylogenetický signál, tedy že v našich výchozích sekvencích je málo 
fylogeneticky informativních pozic. Vytvořením bootstrapových pseudovzorků dosáhneme znásobení 
znaků informativních, ale i planých. Ovšem pouze znaky informativní budou vykazovat shodu, která 
povede k topologii konsenzuálního fylogramu. Plané znaky povedou k mnoha vzájemně různým 
topologiím, které většinový konsenzus neovlivní.  
 
Na následujícím obrázku je vidět původní strom, jehož topologie není ideální, má malou 
statistickou podporu. Dále dva bootstrapové pseudostromy a konsenzuální strom, ten má oproti 
původnímu změněnou topologii, která má větší podporu. Z obrázku je patrné, že horní z 
pseudostromů se podílel na sestrojení konsenzuálního stromu všemi uzly, došlo u něj k znásobení 
informativních pozic. Topologie spodního pseudostromu se však na konsenzu nepodílela ani jedním 
uzlem, v tomto vzorku došlo k znásobení planých pozic. 
 
Obrázek 6.2: Porovnání metod bootstrappingu 
 
Ve fylogramu záleží i na délce větví, tu můžeme získat zprůměrováním délek větví 
vycházejících z uzlů, které se podílejí na tvorbě konsenzuálního fylogramu. 
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Výpočetní náročnost 
Výpočet bootstrapového konsenzuálního stromu je náročnější než počítání statistické 
podpory klasického fylogramu. Pokud vyjdeme z obrázku 5.4, již nepočítáme se sloupcem uzlů 
původního stromu, ale pouze s tabulkou uzlů bootstrapových pseudostromů. Musíme přitom 
porovnat každé jedno pole tabulky se všemi ostatními, neboť stejně jako v klasickém bootstrappingu 
nemusí mít stejný uzel v jiném stromu stejnou pozici. Potřebný počet porovnání tak bude: 
                     (6.1) 
Na rozdíl od minulého případu (rovnice 5.4) roste počet porovnání jak s druhou mocninou 
počtu uzlů, tak s druhou mocninou počtu bootstrapových vzorků. Vzhledem k nutnosti použít 
dostatečný počet bootstrapových vzorků tak dochází k významnému růstu výpočetní náročnosti. 
Růsty počtu porovnání, které je potřeba udělat pro 50 uzlů při klasickém bootstrappingu a 
konsenzuálním bootstrappingu jsou na následujícím obrázku. Porovnání při klasickém bootstrappingu 
znázorněné modrou čarou je ku počtu porovnání v konsenzuálním bootstrappingu mnohem menší a 
to o několik řádů. 
 
Obrázek 6.3: Srovnání náročnosti bootstrappingu 
 
Také nastává problém s kolizí pozic uzlů, kdy musíme rozhodnout, jaká pozice bude použita 
pro konsenzus. Řešení vyžaduje velké množství matic pro dočasné ukládání pozic, celý výpočet tak 
klade i vyšší nároky na paměť. 
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6.3 Program realizující bootstrapping 
V rámci této práce je realizován program pro rekonstrukci bootstrapových konsenzuálních 
fylogramů metodou Neighbor-joining, která je mezi distančními metodami využívaná velice často. 
Program byl vytvořen v prostředí Matlab. Jeho součástí je i grafické rozhraní pro snadnou 
uživatelskou práci. 
Základní algoritmus 
Jádrem programu je algoritmus řešený jako funkce consense, která sestrojí ze zadaných 
sekvencí a parametrů bootstrapových konsenzuální fylogram. Při jeho realizaci jsou využívány vhodné 
prostředky bioinformatického toolboxu. 
function consense(seqs,scoringmatrix,open_gap,extend_gap,method, 
method_alg, num_boots) 
 
Tabulka 4. Vstupní parametry funkce consense 
parametr vysvětlení parametru 
seqs struktura obsahující seznam hlaviček (seqs.Header) a sekvencí (seqs.Sequence) 
scoringmatrix definuje substituční matici, která je použita při převodu na data distanční 
open_gap cena otevření mezery při zarovnávání sekvencí 
extend_gap cena prodloužení mezery při zarovnávání sekvencí 
method metoda korekce distanční vzdálenosti na skutečnou evoluční vzdálenost 
method_alg metoda výpočtu vzdáleností mezi dvěma uzly při konstrukci fylogramu 
num_boots počet bootstrapových vzorků 
 
V prvním kroku dojde k vytvoření bootstrapových vzorků. Je nutné sekvence zarovnat do 
výchozího mnohočetného zarovnání. Přitom jsou využity příslušné vstupní parametry funkce 
consense. Náhodným opakovaným výběrem pak dojde k vytvoření požadovaného počtu 
pseudovzorků a jejich uložení do proměnné pseudosamples. 
1. Vytvoření výchozího mnohočetného zarovnání 
 
Sequences=multialign(nastavení zarovnání) 
 
2. Vytvoření pseudovzorků 
 
for n=1:počet pseudovzorků 
    random_reallocate= náhodné pořadí; 
    for i=1:délka mnohočetného zarovnání 
        bootseqs(i).Sequence=Sequences(i,random_reallocate); 
    end 
    pseudosamples{n}= bootseqs; 
end 
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Následuje konstrukce bootstrapových pseudostromů. Zatím znakové pseudovzorky jsou 
převedeny na distanční data. Je přitom provedena korekce matematické vzdálenosti na evoluční 
vzdálenost získaná ze vstupního parametru method. Matice s distančními daty je uložena do paměti 
pro další použití. Rekonstrukce stromů probíhá metodou Neighbor-joining, přičemž výpočet 
vzdáleností mezi uzly je dán vstupním parametrem method_alg. Jelikož je tato část algoritmu 
výpočetně jednoznačně nejnáročnější, využívá paralelních výpočtů v případě, že je dostupných více 
procesorů. I přesto se může čas potřebný na konstrukci všech fylogramů pohybovat v řádu minut. 
3. Použití paralelního výpočtu 
 
parfor (n = 1:num_boots) 
 
4. Převod sekvencí na vzdálenostní data 
 
    current_boot_distance =seqpdist(pseudosamples{n}, nastavení 
výpočtu vzdálenostní matice); 
    boot_distances(n,:)=current_boot_distance; 
 
5. Konstrukce pseudostromů 
    boot_trees{n}=seqneighjoin(current_boot_distance, nastavení 
výpočtu stromu); 
end 
Následuje konstrukce samotného konsenzuálního fylogramu. Jelikož je použita ke konstrukci 
distanční metoda, jejíž výhodou je nižší výpočetní náročnost, umožňuje i zjednodušení výpočtu 
konsenzuálního stromu. Algoritmus tak neprobíhá podle teoretických obecně platných kroků, jaké 
jsme si definovali v předchozí kapitole. Při konstrukci je konsenzuální fylogram počítán již na úrovni 
vzdálenostních dat, tedy nepočítá se ze sestrojených pseudostromů.  
Pseudovzorek zapsaný jako distance si můžeme představit jako vektor hodnot vzdáleností 
mezi všemi dvojicemi sekvencí, které ve vzorku jsou. V každém pseudovzorku je samozřejmě stejný 
počet OTU, proto mají vektory stejnou délku. Všechny distanční pseudovzorky tak můžeme 
zprůměrovat. Na základě tohoto průměru je potom realizován fylogram, který můžeme označit jako 
většinově konsenzuální. Průměrné distance by měli vést k topologii, která by byla v jednotlivých 
pseudostromech zastoupena nejčastěji. Tento konsenzuální fylogram je pak porovnán se všemi 
pseudofylogramy pro výpočet statistické podpory. BP pak mohou být uloženy také jako vektor 
hodnot, protože pozice uzlů konsenzuálního fylogramu známe a nemusíme tak vytvářet další matice 
pozic. Celková výpočetní náročnost a nároky na paměť tak zůstávají řádově stejné jako při 
standardním bootstrappingu. 
6. Zprůměrování distančních dat a sestrojení konsenzuálního stromu 
 
pom=sum(boot_distances); 
consenzus_distance=pom./num_boots;  
consenzus_tree = seqneighjoin(consenzus_distance, nastavení výpočtu 
stromu); 
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Aby mohla být vypočtena BP, je potřeba stromy rozepsat pomocí jednotlivých uzlů tak, jak 
bylo ukázáno v obrázku 5.4. V praxi je jedná o poměrně složitý proces, kdy je strom nejprve rozdělen 
dle uzlů na jednotlivé podstromy. Takový podstrom pak vychází pouze z těch OTU, které spojoval 
uzel, z něhož je získán. Následně dojde k normalizaci podstromů, což umožňuje určit OTU, ze kterých 
byly získány. Výsledkem jsou dvě tabulky, kdy v jedné jsou uloženy počty OTU a v druhé jejich názvy. 
Pokud je počet OTU i jejich názvy dvou uzlů stejné, jsou uzly považovány za shodné. 
7. Rozepsání konsenzuálního stromu na uzly 
 
for i = 1:num_seq-1  
    branch_pointer = i + num_seq; 
    sub_tree = subtree(consenzus_tree,branch_pointer); 
    consenzus_pointers{i} = getcanonical(sub_tree); 
    consenzus_species{i} = sort(get(sub_tree,'LeafNames')); 
end 
  
8. Rozepsání pseudostromů na uzly 
 
for j = 1:num_boots 
    for i = 1:num_seq-1 
        branch_ptr = i + num_seq; 
        sub_tree = subtree(boot_trees{j},branch_ptr); 
        clusters_pointers{i,j} = getcanonical(sub_tree); 
        clusters_species{i,j} = sort(get(sub_tree,'LeafNames')); 
    end 
end 
 
9. Porovnání uzlů 
 
count = zeros(num_seq-1,1); 
for i = 1 : num_seq -1   
    for j = 1 : num_boots * (num_seq-1) 
        if isequal(consenzus_pointers{i},clusters_pointers{j}) 
            if isequal(consenzus_species{i},clusters_species{j}) 
                count(i) = count(i) + 1; 
            end 
        end 
    end 
end 
  
 
Postupně dojde k porovnání každého uzlu konsenzuálního stromu se všemi uzly 
v pseudostromech. Pokud je nalezena shoda, je na pozici ve vektoru count odpovídající pozici uzlu 
konsenzuálního stromu tato shoda započtena. Podělením pozic počtem pseudovzorků je 
vypočtena BP. 
Pc_consenzus = count ./ num_boots*100; 
 
Vektor Pc_consenzus obsahuje bootstrapové hodnoty jednotlivých uzlů konsenzuálního 
fylogramu. Ty se v poslední části funkce zobrazí do fylogramu, který je výstupem funkce. 
  
 40 
 
Grafické rozhraní 
Funkce consense požaduje, aby sekvence byly obsaženy ve struktuře rozdělující hlavičky a 
samotné sekvence. Navíc požaduje zadání několika parametrů fylogenetické rekonstrukce, které musí 
nabývat přesně vymezených hodnot. Pro potřeby běžného uživatele je vytvořen grafický interface 
ulehčující přípravu sekvencí a zadání dalších parametrů z předdefinovaných hodnot. Má 4 základní 
části Příprava dat, Seznam sekvencí, Detail sekvence a Parametry fylogenetické analýzy. 
 
Obrázek 6.4: Grafické rozhraní programu 
Příprava dat 
Stiskem tlačítka Načíst data dojde k vyvolání dialogového okna pro výběr souboru se 
sekvencemi. Ten musí být ve formátu FASTA, jakož to standardním formátu dat pro práci v 
bioinformatice. Protože hlavičky sekvencí ve formátu FASTA běžně obsahují několik informací a jsou 
tak velice dlouhé, jejich použití ve fylogramu je nevhodné. Ideální je použití pouze názvu organismu. 
Bohužel formáty hlaviček se mezi jednotlivými databázemi liší, což omezuje možnosti automatizace 
výběru názvu. Většina databází však používá znak ‚‚|‘‘ na oddělení jednotlivých částí hlavičky. 
Program načte první hlavičku FASTA souboru, rozdělí ji právě podle tohoto znaku a zobrazí ji v poli 
Ukázka hlavičky. Výběr informace, která bude použita jako název listu ve fylogramu, se provádí myší. 
Jelikož část s názvem organismu bývá i tak často velice dlouhá je možné ji omezit a to dvěma způsoby 
zaškrtnutím příslušných políček. Omezena může být buď 30 znaky anebo volitelným počtem slov. 
Stiskem tlačítka Potvrdit dojde k výběru nastavené informace ze všech hlaviček v načteném souboru. 
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Obrázek 6.5: Grafické rozhraní programu – příprava dat 
Seznam sekvencí 
Po stisku tlačítka potvrdit se v tomto poli vypíší zvolené části všech hlaviček, která FASTA 
soubor obsahuje. 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 6.6: Grafické rozhraní programu – seznam sekvencí 
 
Pro funkci programu je důležité, aby žádné dvě sekvence neměli stejný název. Došlo by sice 
k sestrojení fylogramu, ale vypočtené hodnoty statistické podpory by byly chybné. Na obrázku je 
vidět, že dvě sekvence nesou stejný název. Tuto situaci je možné řešit kliknutím na příslušný název, 
což nám danou sekvenci zobrazí v poli Detail sekvence. 
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Detail sekvence 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 6.7: Grafické rozhraní programu – detail sekvence 
 
V políčku Název ve fylogramu můžeme název sekvence upravit a uložit stisknutím Uložit 
změnu. Je zde také zobrazena délka sekvence. Výrazně delší nebo kratší sekvence než ostatní 
zpravidla vnáší do fylogenetické analýzy velkou chybu. 
Parametry fylogenetické analýzy 
Obrázek 6.8: Grafické rozhraní programu – parametry analýzy 
V této části se nastavují parametry pro fylogenetickou rekonstrukci. Prvním parametrem je 
Typ substituční matice. Kliknutím do pole dojde k rozbalení vyskakovacího menu. Na výběr jsou 
matice PAM a matice BLOSUM. Krátké vysvětlení matic lze najít například v [6]. Číslo matice může 
nabývat omezených hodnot a probíhá výběrem z vedlejší vyskakovací nabídky. Rozsah hodnot je pro 
různé typy matic různý, proto při změně typu matice dojde k nastavení tohoto pole na výchozí 
hodnotu pro danou matici. V polích Cena mezer lze nastavit ohodnocení otevření či prodloužení 
mezery při tvorbě výchozího mnohočetného zarovnání. 
Korekce evoluční vzdálenosti nabízí možnost zakomponovat do výpočtu rozdíl mezi 
matematickou a skutečnou evoluční vzdáleností. Výchozí korekce je nastavena na Jukes-Cantor viz 
rovnice 3.1. Pokud chceme počítat s matematickou vzdáleností, nastavíme parametr na p-distance. 
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V poli Rekonstrukční algoritmus je možné nastavit předpoklady pro výpočet vzdáleností mezi 
uzly. Výchozí hodnota equivar předpokládá rovnocennost variance a nezávislosti odhadu evolučních 
vzdáleností. Tento typ předpokladu je běžně používaný a stačí pro základní fylogenetickou analýzu. 
Pro náročnější uživatele jsou dostupné dva pokročilejší modely, vycházející z [25]. 
Pole Počet bootstrapových vzorků definuje, kolik pseudovzorků bude bootstrappingem 
vytvořeno. Výchozí hodnota je nastavena na 500. I přes ulehčení výpočetní náročnosti používaného 
algoritmu může při této hodnotě trvat konstrukce fylogramu déle než minutu. Je nutné nechat 
program pracovat a nezavírat. Při zmenšení této hodnoty narůstá nepřesnost výpočtu (viz. Obrázek 
5.7). 
Před stisknutím tlačítka Sestrojit fylogram, které spustí fylogenetickou rekonstrukci je možné 
zatrhnutím políčka zvolit, aby se sestrojil i klasický fylogram s vypočtenými BP. Každý fylogram se pak 
zobrazí ve vlastním okně.  
Výsledek 
Výsledkem je sestrojený konsenzuální bootstrapový strom, který má u uzlů uvedené hodnoty 
statistické podpory. Okna jsou pojmenovány podle typu fylogramu, který zobrazují, aby je bylo 
možné rozeznat při konstrukci klasického i konsenzuálního stromu zároveň. Při opakované konstrukci 
nechává program okna s předchozími fylogramy otevřené. Je tak možné lépe sledovat změny při 
různých parametrech rekonstrukce. 
 
Obrázek 6.9: Grafické rozhraní programu – fylogram 
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6.4 Analýza reálných dat 
Na analýze reálných dat si ukážeme srovnání výsledků obou přístupů bootstrappingu. Data 
pro analýzu byla získána z databáze GenBank[26] dne 21. 5. 2011. Jedná se o nukleotidové sekvence 
D smyčky mitochondriální DNA různých primátů a člověka. Tato část DNA se používá pro konstrukci 
fylogramů díky své velké interdruhové variabilitě a intradruhové stabilitě. Dá se tedy předpokládat, 
že sekvence budou ortologní. Primáti byli vybráni pro svou všeobecnou známost jako vhodný 
reprezentativní vzorek pro ukázku reakce bootstrappingu na změnu parametrů rekonstrukce. 
Tabulka 5: Seznam použitých organismů a jejich identifikátor v GenBank: 
Organismus identifikátor 
Neandrtálec (Německo) AF011222 
Neandrtálec (Rusko) AF254446 
Člověk X90314 
Gorila horská AF089820 
Gorila nížinná východní AF050738 
Gorila nížinná západní AY079510 
Šimpanz čego AF176766 
Šimpanz východní AF176722 
Šimpanz hornoguinejský AF176731 
Orangutan bornejský Jari AF451964 
Orangutan bornejský Puti AF451972 
 
Vliv změny skórovací matice 
Hlavním zdrojem chyb ve fylogenetické rekonstrukci za použití distančních metod je špatné 
použití skórovací matice. Abychom mohli použít správnou matici, je potřeba mít o našich sekvencích 
již nějakou apriorní znalost, na základě které odhadneme očekávanou evoluční vzdálenost mezi 
sekvencemi. Pro matice PAM platí, že čím nižší číslo matice, tím menší evoluční vzdálenost 
předpokládáme. Pro matice BLOSUM je situace přesně opačná, nižší číslo znamená předpoklad delší 
evoluční vzdálenosti. 
Následující fylogramy byly sestrojeny na základě různých skórovacích matic, Cena mezer je 
vždy shodně nastavena na 8. Korekce evoluční vzdáleností se řídí dle Jukes-Cantora. Metoda výpočtu 
vzdáleností mezi uzly je použita základní equivar (viz. předchozí kapitola). 
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Obrázek 6.10: Klasický fylogram, PAM10 
 
Obrázek 6.11: Konsenzuální fylogram, PAM10 
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Obrázek 6.12: Klasický fylogram, PAM100 
 
Obrázek 6.13: Konsenzuální fylogram, PAM100 
 47 
 
 
Obrázek 6.14: Klasický fylogram, PAM250 
 
Obrázek 6.15: Konsenzuální fylogram, PAM250 
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Na obrázcích výše je vidět srovnání obou typů bootstrappingu při použití skórovacích matic 
PAM(10), PAM(100) a PAM(250). U všech použitých matic je podpora v klasických fylogramech velice 
malá, pod 10%. To jsou hodnoty ukazující, že na základě daných parametrů nelze fylogram vytvořený 
z vybraných sekvencí fylogeneticky obhájit. Mezi standardními fylogramy je pouze rozdílná délka 
větví způsobená rozdílnými předpoklady jednotlivých matic o evoluční vzdálenosti. Konsenzuální 
fylogramy při použití všech matic mění topologii klasického fylogramu. Nová topologie má pak 
statistickou podporu i přes 50%. To je hranice, na základě které můžeme fylogram již přijmout 
k fylogenetické analýze, i když ani tak není podpora úplně ideální.  
Dále se také můžeme podívat, že stejná situace nastává i u použití matice BLOSUM. Ta se 
používá sice spíše pro analýzu sekvencí, u kterých se nepředpokládá evoluční příbuznost, ale spíše 
určitá genetická podobnost. I tady ale dochází ke změně topologie za velkého nárůstu statistické 
podpory. 
 
Obrázek 6.16: Klasický fylogram, BLOSUM60 
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Obrázek 6.17: Konsenzuální fylogram, BLOSUM60 
 
Protože jsme použili reprezentativní soubor dobře známých organismů, můžeme i vyvodit zda 
je lepší statistická podpora i lepším obrazem evoluce. Na první pohled by se mohlo zdát, že šimpanz 
s orangutanem by si měli být evolučně bližší než člověk a šimpanz. Tedy, že fylogenetický přesnější je 
klasický fylogram. V systematické biologii již však dlouho panuje dobře obhájený názor, že člověk a 
šimpanz jsou si evolučně blíže. Konsenzuální fylogramy tak ukazují i reálně lepší fylogenetické 
výsledky. 
Zlepšení statistické podpory 
Ani konsenzuální fylogramy však v našem případě nemají úplně vhodné bootstrapové 
hodnoty. Na základě daných parametrů a sekvencí je to však to nejlepší čeho můžeme dosáhnout. 
Zvětšení podpory v problémových místech můžeme dosáhnout vypuštěním některých sekvencí 
z analýzy. V našem případě bude vhodné vypustit z analýzy gorily, které jsou ostatním primátům 
evolučně nejvzdálenější. Získáme tak přesnější rekonstrukci v místech, kde je podpora malá. 
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Obrázek 6.18: Klasický fylogram, PAM10 (bez goril) 
 
Obrázek 6.19: Konsenzuální fylogram, PAM10 (bez goril) 
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Oba fylogramy mají nyní stejnou topologii a stejnou statistickou podporu. Přičemž topologie 
je shodná s tou, jakou měli v těchto místech i konsenzuální fylogramy včetně goril. Klasický fylogram 
však správnou topologii dokázal zobrazit až po jejich odstranění. Sekvence goril mají od ostatních 
sekvencí velkou evoluční vzdálenost. To způsobuje klasickému algoritmu problém rekonstruovat 
správný vývoj pro organismy, které jsou si vzájemně bližší. Jedinou možností je odstranit vzdálené 
sekvence z výchozího souboru dat a provést konstrukci fylogramu znovu. Konsenzuální bootstrapping 
však použije nejpočetněji zastoupenou topologii. Zmnožení informativních znaků vede k jedné 
topologii, která se projeví v konsenzu, zatímco špatných topologií je více, proto je zastoupení každé 
špatné topologie mezi pseudovzorků mnohem menší. Výsledkem je pak správná topologie i na 
základě souboru dat s gorilami. 
Na první pohled, by se mohlo zdát, že jsou stromy zcela totožné a konsenzuální strom 
v tomto případě nepřináší žádné zlepšení. Musíme si však uvědomit, že se díváme na fylogramy, u 
kterých hraje roli i délka větví vyjadřující evoluci. Klasický fylogram, ač má stejnou topologii a 
statistickou podporu ukazuje, že neandrtálec prošel delší evolucí než dnešní člověk. To je zcela zjevná 
chyba. Konsenzuální fylogram však ukazuje delší vývoj člověka. Jeho fylogenetické vlastnosti jsou 
tedy lepší i při stejné statistické podpoře. 
Pro maximální statistickou podporu velkých stromů by tak bylo možné rozdělit vstupní data 
na skupiny OTU, které jsou si evolučně bližší. Na základě těchto skupin pak sestrojit konsenzuální 
bootstrapové fylogramy s maximální statistickou podporou a tedy i s nejlepší schopností prezentovat 
fylogenetickou informaci. A tyto fylogramy pak zpětně spojit v superstrom, který by bylo možné 
postavit na místo původního velkého stromu. 
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Závěr 
Cílem této práce bylo objasnit použití statistických testů na posouzení kvality fylogenetických 
stromů a to především metody bootstrapping. A dále se zaměřit především na využití bootstrappingu 
na tvorbu konsenzuální stromů a srovnat výsledky obou přístupů na reálných datech. 
V první části jsem se zaměřil na obecné pojetí pojmu fylogenetika. To je totiž nezbytné pro 
pochopení dalšího textu. V druhé části jsem se pak zabýval různými typy fylogenetických schémat. Ne 
všechna schémata nesou informaci o evoluční vzdálenosti a statistické vyhodnocení je tak u nich 
nepoužitelné. Poté jsem shrnul metody konstrukce fylogramů. To jsou schémata, která v sobě nesou 
informaci o evoluční vzdálenosti a je u nich tedy potřeba provádět statistické testování. Znalost 
těchto postupů je nutná i v rámci bootstrappingu, neboť ten je při svých výpočtech používá. Rozebral 
jsem několik nejpoužívanějších metod, které jsou založeny na různých postupech. Schémata, která 
poskytují, se tak mohou lišit. 
V další kapitole jsem se zaměřil na statistické testy používané ve fylogenetice. Vypracoval 
jsem přehled nejpoužívanějších metod a jejich vlastností. Z daleka nejvíce používaným testem je 
bootstrapping, kterému je pak věnován již celý zbytek této práce. 
Po definici bootstrappingu a vysvětlení jeho použití ve fylogenetice jsem se zaměřil na jeho 
použití při tvorbě konsenzuálního fylogramu. Takový fylogram má zpravidla mnohem lepší 
statistickou podporu. V rámci práce jsem realizoval algoritmus tvořící bootstrapové konsenzuální 
stromy v prostředí Matlab. S využitím vhodných vlastností distančních metod jsem se snažil 
výpočetně náročný algoritmus co nejvíce ulehčit. Pro běžnou uživatelskou práci jsem vytvořil i 
grafické prostředí. 
Na konci práce je na vhodně vybraném vzorku sekvencí ukázána závislost výsledku klasického 
i konsenzuálního bootstrappingu na parametrech fylogenetické rekonstrukce a také především 
srovnání výsledků obou přístupů. Touto analýzou se mi také podařilo obhájit předpokládaný výsledek 
zvýšení statistické podpory, kterou využití konsenzuálního stromu přináší. Prokázal jsem také, že 
konsenzuální fylogram se stejnou statistickou podporou zobrazuje skutečnou evoluční historii 
věrohodněji než klasický fylogram. Jeho vlastnosti jsou tak pro fylogenetiku lepší než vlastnosti 
klasického fylogramu. 
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Seznam zkratek 
BLOSUM typ substituční matice 
BP bootstrapová hodnota 
DNA deoxyribonukleová kyselila 
IUPAC Mezinárodní unie pro čistou a aplikovanou chemii 
ME minimum evolution (metoda konstrukce fylogenetických stromů) 
ML maximum likelihood (metoda konstrukce fylogenetických stromů) 
MP maximum parsimony  (metoda konstrukce fylogenetických stromů) 
NJ Neighbor-Joining (metoda konstrukce fylogenetických stromů) 
OTU operační taxonomická jednotka 
PAM typ substituční matice 
UPGMA nejjednodušší metoda konstrukce fylogenetických stromů 
Seznam příloh 
Příloha 1 Text bakalářské práce v elektronické podobě 
Příloha 2 Obrázky použité v bakalářské práci 
Příloha 3 Zdrojové kódy aplikace na tvorbu bootstrapových konsenzuálních stromů 
Příloha 4  Spustitelný soubor aplikace na tvorbu bootstrapových konsenzuálních stromů 
Příloha 5 Vzorové sekvence ve formátu FASTA 
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